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H (57) Abstract: The invention relates to a compound that can bind to the interferon-gamma (IFN7), which is selected from molecules 
<£« having fonnula (I), in which X denotes a divalent spacer group having a sufficient length to enable each of the two ohgosacchande 

fragments A and B to bind to one of the peptide sequences 125 to 143 al the C-terminal ends of a homodimer of mterferon-? 1FN-?) 
t- and n denotes an integer of between 0 and 10, e.g. equal to 0, 1, 2, 3, 4 or 5, and each R denotes independently a hydrogen atom an 

SO," group or phosphate, on the condition that no S0 3 group is located in position 3 of the glucosarmne un.ts of the compound (H 
g The invention also relates to the method of preparing the compounds, the complexes formed by the aforementtoned compounds and 
§ the interferon-gamma and medicaments containing said compounds or complexes. 

^ (57) Abreqc : Compose susceptible de se Her a l'interferon gamma (IFN-y) choisi parmi les molecules repondant a la formule (I) 
O suivante: dans laquelle X est un groupe espaceur divalent d'une longueur suffisante pour permettre aux deux fragments ohgosaccha- 
O rides A et B de se lier chacun a 1' une des.sequences peptidiques 125 a 143 des extremiles C-terminales d'un homodtmfcre d mterferon 
^ y (IFN-Y) et n represente un nombre entier de 0 a 10, par exemple egal a 0, 1, 2, 3, 4 ou 5 et chaque R represente mdependamment 
O un atome d'hydrogene un groupe SOy, ou phosphate, a la condition qu'aucun groupe S0 5 ne se trouve en posUjon 3 des un.tes 
>! glucosamines du compose (I). Linvention conceme 6galement le procede de preparation de ces composes, les complexes formes par 
!^ ces composes et Pinlerferon gamma, et les medicaments comprenant ces composes ou complexes. 
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d'un grand nombre de molecules de 1'espace pericellulaire , 
notamment les molecules de surface cellulaire, ainsi gu'un 
grand nombre de composes de la matrice extracellulaire . 
L'lFNy joue done un role important, entre autres, dans les 
5 mecanismes de defense, tels que la reponse immune et 
1 ' inflammation, dans la croissance cellulaire et la 
dif f erenciation, dans les phenomenes d' adhesion et de 
migration cellulaire (1). 

Les therapeutiques liees aux cytokines, telles 
10 que 1'IFNy, consistent soit a administrer ce type de 
molecule, soit, au contraire, a inhiber leurs activites. 

Ainsi, les activites multiples mentionnees plus 
haut et observees in vitro ont, elles, donne lieu a de 
nombreux essais cliniques dans des pathologies variees, 
15 telles que le cancer (2), la granulomatose chronique (3), 
1 ' arthrite rhumatoide (4), les infections bacteriennes ou 
parasitaires (5) , les hepatites (6) ou les maladies^, 
f ibroprolif eratives, comme la sclerose systemique (7) . 
Neanmoins , 1'efficacite clinique de 1'IFNy n'a pas ete 
2 0 clairement demontree jusqu'a present, et son indication 
principale reste limitee a une maladie rare : la 
granulomatose chronique (8) . 

A 1 ' inverse dans certaines pathologies 
inf lammatoires ou aut o - immune s (9) , ou pour diminuer le 
25 re jet de la greffe apr§s transplantation, il peut etre 
interessant d' inhiber l'activite biologique de la cytokine. 
Pour cela, des anticorps ou du recepteur sous forme soluble 
ont ete developpes et testes sur des modeles animaux (10) . 

La mise au point d'une therapie basee sur 
30 1' utilisation de 1'IFNy pose des problemes techniques 
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importants lies en particulier a sa faible demi-vie in vivo 
et a sa faible biodisponibilite. 

L' obstacle de la faible biodisponibilite de 
1'IFNy peut etre surmonte en ayant recours a des methodes 
d' application locale, mais ces methodes ne permettent pas 
d'atteindre les organes profonds par voie systemique, de 
plus, le probleme de la faible demi-vie in vivo demeure 
entier. 

A titre d'exemple, de telles methodes 
d' administration locale de 1'IFNy : on peut citer 
1' inhalation de 1'IFNy pour le traitement du cancer du 
poumon, sa nebulisation dans le traitement de la reponse 
a ^ le:rgique ' ou son encapsulation dans des liposomes. 

L ' etude de la reponse cellulaire a 1'IFNy peut 
permettre d'expliquer les difficulty de 1 ' utilisation 
therapeutique . 

En effet, la^ reponse cellulaire a 1'IFNy depend 
du type de cellules stimulees, de la concentration locale 
de 1'IFNy et des autres facteurs de regulation auxquels la 
cellule est exposee de fa<?on concomitante. 

En particulier, il a ete demontre que, 
independamment de son recepteur cellulaire, 1'IFNy etait 
ggalement . capable de se fixer a des oligossacharides de 
type heparine ou heparanes sulfates (HS) , avec une af finite 
importante (5 a 10 nM) (11) . 

In vivo, chez 1' animal, 1'heparane sulfate fixe 
effectivement 1'IFNy, et cette interaction controle 
1' elimination plasmatique de la cytokine, son accumulation 
dans different s organes, et sa localisation dans les 
tissus . 
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Notamrnent, apres une injection intraveineuse, 
1'IFNy est elimine par un processus biexponentiel, au cours 
duquel 90 % de la cytokine disparait de la circulation 
sanguine pendant les 5 a 10 premieres minutes, avec un 
5 temps de demi-vie particulierement court, voisin de 1 
minute . 

Ces resultats dSmontrent gu'une large proportion, 
a savoir environ 90 % de 1'IFNy injecte est rapidement fixe 
par des molecules de type heparine/hSparane sulfate, 

10 notatnment a la surface de 1 ' endothelium vasculaire (12) . En 
outre, 1 ' observation autoradiographique de coupes 
tissulaires montre que 1'IFNy n'a pas acces de maniere 
identique a tous les tissus. 

II s'accumule dans le foie, le rein et la rate, 

15 mais, par exemple, pas dans le muscle. De plus, au sein 
d'un meme tissu, il n'est pas reparti de fagon homogene et 
se trouve concentre dans les zones riches en heparane 
sulfate. De telles concentrations locales sont detect^es, 
par exemple, dans les sinusoides hepatiques - a la surface 

20. des hepatocytes et des cellules endotheliales -, dans les 
glomerules renaux ou dans la pulpe rouge de la rate (13) . 

II apparait done, de faqon claire, que 
1' interaction de la cytokine avec les HS limite de fagon 
considerable 1 ' accessibility S differents compartiments in 

25 vivo, et les difficultes rencontrees au cours de 
1' utilisation therapeutique de 1'IFNy (14) sont 
vraisemblablement liees en partie a ces interactions. Ces 
travaux montrent egalement que les heparines sulfates sont 
respbhsables d' accumulation locales importances de cytokine 

30 dans les tissus. Enfin, il a ete montre Egalement qu'in 
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a 
une 



vivo, l'IFNy, seul, est rapidement inactive par degradation 
proteolytigue de son extremite C-terminale (12) . 

Afin d'apporter tine solution aux problemes 
mentionnes plus haut, il a ete propose d'associer l'IFNy 
une molecule d'heparine. Cette association permet 
Elimination plasmatique beaucoup plus lente et une 
distribution tissulaire plus large de la cytokine et 
induit, en outre, une augmentation de 1' activity par un 
mecanisme de protection du domaine C-terminal, centre les 
degradations proteolytiques . 

Par ailleurs, 1' injection d'heparine seule permet 
de deplacer la cytokine accumulee dans les tissus par les 
HS endogenes, et done de reduire ou supprimer son activite. 

Cependant, 1 ' utilisation d'une molecule 

d'heparine pour proteger l'IFNy et augmenter sa 
biodisponibilite, ou au contraire pour en supprimer 
l'action locale, souleve des difficultes qui proviennent 
des activates de l'heparine, elle-m§me, et, en particulier , 
de ses proprietes ant i coagulant es . 

Sur les heparane sulfates (HS) , a ete caracterisg 
le site d' interaction pour l'IFNy. II est constitue de 
domaines octasaccharidiques hautement sulfates separes par 
un domaine plus etendu de 7 kD, moins sulfate. 

La figure 1 montre un complexe dimere , d' IFNy et 
d' heparane sulfate. Les deux domaines octasaccharidiques 
sont represented par des traits gras sur la figure 1 . 

Seuls les domaines octasaccharidiques se lient a 
la forme dimerique de l'IFNy, le domaine central faisant un 
pont entre les deux extremites. 

Le document FR-A-2 736 832 (WO-A-97/03700) decrit 
un agent modulateur de 1' activite de 1 ' interf eron-y 
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comprenant un groupement de formule A-X-B, dans laquelle A 
et B representent independamment un groupe 

oligosaccharidique portant une charge anionique suffisante, 
par exemple, sous la forme de groupes sulfate pour conferer 
5 audit groupe oligosaccharidique une affinite pour une 
partie de l'extremite C-terminale de 1 ' interf eron-y humain 
contenant la sequence peptidique 125-131, et X est un bras 
espaceur de longueur suffisante pour permettre aux groupes 
A et B de se lier chacun k l'une desdites sequences 

10 peptidiques des extremites C-terminales d'un homodimere 
d' interf eron-y. Le compose decrit dans ce document presente 
les inconvenient s suivants : 

Les molecules designees par A et B sont des 
fragments de depolymerisation d'heparine ou d'heparane 

15 sulfate. On peut rappeler ici que ces molecules sont 
caracterisees par une tres grande heterogeneite 
structurale, et qu r il n'existe pas de procede pour obtenir 
des molecules de ce type de structure definie, a partir de 
sources naturelles. Le compose decrit dans ce document 

2 0 represente done en fait un melange de molecules de 
structures variees. De meme pour le segment X qui, selon 
les cas, peut aussi etre un fragment de depolymerisation 
d 1 heparane sulfate . 

Une telle molecule n'a pas necessairement de 

25 symetrie C2 , (les fragments A, X et B sont "en lignes" , ou 
orientes dans le meme sens, ou encore disposes de fagon 
"paralleles") et ne respecte done pas la symetrie de la 
proteine sur laquelle elle est censee se lier. 

Par ailleurs, ces molecules sont d ! origine 

30 animale et ont 1 1 inconvenient de vehiculer des agents 
infectieux transmissibles eventuels. 



WO 2004/000887 




PCT7FR2003/001860 



II existe done un besoin pour une molecule qui, 
liee a 1'IFNy, permette, entre autres, de proteger celui-ci 
contre toute degradation, augmente sa biodisponibilite, 
ainsi que sa duree de demi-vie, ou, capable de deplacer 
1' IFNy accumule par les heparanes sulfates dans les tissus. 

En d'autres termes, il existe un besoin pour une 
molecule qui, associee a 1'IFNy, ait une action 
sensiblement analogue a celle de 1'heparine, sans presenter 
les inconvenients lies a celle-ci. 

Le but de I 7 invention est de fournir une molecule 
susceptible de se lier a 1'IFNy, qui reponde, entre autres, 
aux besoins indiques ci-dessus. 

Le but de 1 ' invention est encore de fournir une 
molecule susceptible de se lier a 1'IFNy, qui ne presente 
pas les inconvenients, limitations, defauts et desavantages 
des molecules analogues de 1'art anterieur, en particulier 
l'heparine et qui resolve les probldmes* de l'art anterieur. 

Ce but et d 7 autres encore sont atteints , 
conformement a 1' invention, en fournissant un compose 
susceptible de se lier a 1 ' interf eron-y IFNy repondant a la 
formule (I) suivante : 
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dans laquelle X est un groupe espaceur divalent d'une 
longueur suffisante pour perraettre aux deux fragments 
oligosaccharidiques A et B de se lier chacun a l'une des 
sequences peptidiques 125 a 143 des extremites C-terminales 
d'un homodimere d 7 interf eron-y (IFNy) , n represente un 
nombre entier de 0 a 10, par exemple et egal a 0,1, 2, 3, 
4 , ou 5 et chaque R represente independamment un atome 
d'hydrogene, un groupe S0 3 ", ou un groupe phosphate, a la 
condition qu 7 aucun groupe S0 3 " ne se trouve en position 3 
des unites glucosamine du compose (I) . 

De preference, tous les R representent un groupe 
S0 3 " ou tous les groupes R representent un groupe phosphate. 

La molecule selon 1 7 invention est nouvelle. Elle 
n 7 est identique a aucune molecule naturelle, ni a aucune 
des molecules synthetisees dans l'art anterieur et 
notamment dans la demande FR-A-2 736 832 (WO-A-97/03700) . 

En effet, la molecule selpn 1 7 invention presente 
une structure specif ique due, tout d 7 abord, au fait que les 
deux groupements oligosaccharidiques, places de part et 
d' autre du groupe espaceur X, sont dans une disposition que 
l 7 on peut qualifier de « symetrique » ou <c ant iparallele » 
par rapport au bras espaceur, alors que aussi bien dans les 
molecules naturelles d 7 heparine et d'heparane sulfate, que 
dans les heparines synthetiques et dans les molecules 
similaires decrite dans l 7 art anterieur, les deux 
groupements oligosaccharidiques sont dans une disposition 
« parallele » ou « asymetrique » . Ces molecules ne 
respectent done pas la symetrie de la proteine sur laquelle 
elles sont susceptibles de se lier. 

En d'autres termes, les molecules naturelles et 
les molecules de I 7 art anterieur, qu 7 il s'agisse de 
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l'heparine, de l'heparane sulfate, ou de molecules 
analogues a celles-ci' sont completement , totalement 
asymetriques, c'est-a-dire gu'elles se presentent sous une 
forme de type « 1212 », alors que les molecules de 
1' invention sont sous une forme antiparallele de type 
« 1221 », c'est-a-dire ayant une symetrie de type C2 . 

Par ailleurs, les molecules de 1' invention se 
distinguent f ondamentalement des molecules naturelles et 
des molecules de l'art anterieur par une autre 
caracteristique structurelle essentielle en ce sens que les 
molecules selon 1' invention ne comport ent pas de groupe 
sulfate en position 3 des unites glucosamine. 

Du fait que ce groupe sulfate est responsable par 
une part preponderate de l'activite anticoagulante de 
l'heparine, les molecules selon 1' invention ne presentent 
done pas l'un des inconvenients principaux des molecules de 
l'art anterieur lie a leur activite anticoagulante. 
— La molecule selon T' invention, qui peut etre 

definie comme etant un « mime structural » de l'heparane 
sulfate ou de l'heparine, dans lequel des oligosaccharides 
de type heparine sont lies par un espaceur hydrophile (X) 
de longueur modulable, se lie specif iquement a 1'IFNy a la 
maniSre des HS . 

Le compose selon 1' invention possede done, et 
meme au-dela, toutes les proprietes avantageuses de 
l'heparine : a savoir, entre autre, le fait de proteger la 
molecule d' IFNy contre les attaques des proteases, 
1' augmentation de la biodisponibilite de l'lFN-y, la 
capacite de dissocier, par competition, un complexe 
IFNy/heparane sulfate, sans en presenter 1 ' inconvenient 
essentiel : a savoir, l'activite anticoagulante. 
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Les molecules selon 1' invention, enfin, sont des 
molecules entierement synthetiques, au contraire des 
molecules de l'art anterieur, represents, par exemple, par 
le document FR-A-2 736 832, dans ■ lequel les fragments 
5 « terrainaux » oligosaccharides sont d'origine naturelle, de 
meme dans la plupart des cas, que le bras espaceur. On a 
deja decrit plus haut les inconvenients presentes par les 
molecules du document FR-A-2 736 832 en particulier en ce 
qui concerne l'origine naturelle, animale des fragments qui 
10 les constituent. 

Les molecules selon 1' invention, du fait de leur 
structure specif ique, s'averent done resoudre les probldmes 
des molecules utilisees aux mimes fins dans l'art 
anterieur. 

15 Avantageusement , le groupe espaceur a une 

longueur de 15 a 150 A, de prSference de 33 a 50 A. 

L'af finite pour la -cytokine est optimale pour une 
longueur de 33 a 50, par exemple de 50 A. 

General ement , le groupe espaceur est constitue 

2 0 par une chaine carbonee, de preference de 1 a 120 C, dont 
un ou plusieurs des atomes de carbone sont eventue 11 ement 
remplaces par un heteroatome choisi parmi N, S, P et O, un 
groupe S0 2 , ou un groupe aryle, ladite chaine carbonee 
port ant, en outre, eventue 11 ement un ou plusieurs groupes 

25 anioniques choisis de preference parmi les groupes 
sulfates, phosphates et les groupes carboxyliques , etc. . 

Avantageusement, et en particulier du fait du 
proced<§ mis en osuvre pour synthetiser les composes selon 
1' invention, le groupe espaceur X est issu d'un polyglycol 

30 choisi, de preference, parmi les poly (alkylene glycol) dont 
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le groupe alkyl^ne comprend de 1 a 4 C, tel que le 
poly (ethylene glycol) . 

Ainsi, le groupe espaceur pourra repondre a la 




formule : 



dans laquelle m est generalement un norabre entier de 5 a 
32. 

Et les composes selon 1' invention repondront, 
ainsi de preference, a la formule (II) suivante : 



•O a SNH ( 




-o 3 : 



(ID 



dans laquelle n et m ont la signification deja donnee plus 
haut • 

Les composes de formule (II), particulierement 
preferes, sont ceux dans lesquels n = 0 et m = 5 (Ila) ; 
n = 0 et m - 10 (lib) ; n = 0 et m = 32 (lie) ; n = 1 et 
m = 5 (lid) ; n = 1 et m = 10 (lie) ; n = 1 et m = 32 
(Hf) ; n = 2 et m = 5 (Ilg) ; n = 2 et m » 10 (Ilh) ; 
n = 2 et m = 32 (Hi) . 

L' invention concerne egalement un procede de 
preparation des composes repondant a la formule (II) , dans 
lequel on realise le couplage radicalaire de deux composes 
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solubles dans l'eau precurseurs d' oligosaccharides de 
formule (III) : 




(in) 

5 

dans laquelle n est ^un nombre entier de 0 a 10 par exemple 
egal ; a 0, 1, 2, 3, 4 on 5, et R x et R 2 representent un 
groupe protecteur du groupe hydroxyle choisi, de 
preference, parmi les groupes p-methoxybenzyle et benzyle, 
10 avec un compose dithiol precurseur du groupe espaceur de 
formule : 




15 dans laquelle m est un nombre entier de 5 a 32, pour 
obtenir un compose de formule (IV) : 




puis, on oxyde les f one t ions thioethers en sulfones et on 
realise la deprotection finale du compose (IV) pour donner 
le compose final de formule (II) : 




(ID 

Ri est, de preference, un groupe p-methoxybenzyle 
et R 2 est un groupe benzyle. 

Le compose soluble dans l'eau precurseur 
d' oligosaccharides dont la formule est donnee plus haut 
(III) est prepare par les etapes successives suivantes : 

a) un disaccharide de formule (V) : 
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RjO OAc 



est soumis a un clivage oxydatif du groupement Ri, de 
preference, paramethoxybenzyle, pour dormer un disaccharide 
<c accepteur » de formule : 




(Via) 



HO OAc 



b) parallelement , un disaccharide de formule (V) , 
ci-dessus, est soumis a une isomerisation du groupe allyle 
en 1-propenyle, suivi par une hydrolyse de 1 ' ether d'enol 
forme et une activation, du groupe hydroxyle sous forme de 
trichloroacetamidate pour dormer un disaccharide 
« donneur », de formule (VIb) : 
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c) on couple le disaccharide accepteur (Via) et 
le disaccharide donneur (VIb) pour obtenir le 
tetrasaccharide (n = 0) de formule (VII), avec une totale 
stereospecif icite alpha ; 

d) eventuellement, on repete les etapes a) a c) , 
en prenant comme produit de depart pour 1'etape a), le 
tetrasaccharide prepare en c) , pour obtenir les hexa 
(n = 1) et octa (n = 2) saccharide de formule (VII) : 




e) eventuellement, on repete les etapes a) a c) 
en prenant comme produit de depart, pour 1'etape a) , 
l'octasaccharide preparee en d) , pour obtenir un 
hexadecasaccharide (n = 6) de formule (VII) ; 
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f) on procede a la desacetylation, reduction de 
la fonction azide, sulfatation et saponification pour 
obtenir le compose soluble dans l'eau, precurseur 
d' oligosaccharide (III) recherche. 

Le disaccharide de formule (V) est, de 
preference, prepare par line reaction de couplage entre un 
compose de formule (VIII) : 



MeOOC 




OAc OAc 



cvm) 



et un compose de formule (IX) 



OAc 



HO 
R 2 D 




(IX) 



Enfin, le compose de formule (IX) est prepare a 
partir du compose de formule (X) et le compose de formule 
(VIII) est prepare a partir du compose de formule (XI) : 
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(X) 




OAc OAc 



Un procede prefere de preparation du compose (XI) 
est de realiser 1 1 acetylation du compose de formule : 



MeOOC 




a -40 °C dans le dichlorome thane comme . sol van t , 
avec de la pyridine comme base, du chlorure d'acetyle comme 
agent acylant, et de la 4 -dimethylaminopyridine comme 
catalyseur . 

On obtient le compose de formule (XI) avec un 
rendement tres eleve, generalement superieur ou egal a 95% , 
et une grande purete puisque les derives furano ne sont 
presents qu'a 1 1 etat de traces en une proportion 
generalement voisine de ou inferieure a 2%. 

On evite ainsi 7 selon 1 T invention, une 
purification difficile. 
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Dans tout ce qui suit, les utilisations 
therapeutiques du compose selon 1 1 invention peuvent tnettre 
en oeuvre un mais aussi plusieurs composes selon 
1 1 invention. 

5 L' invention concerne, en outre, le compose (I) et 

les composes preferes (II) , et (Ila) a (Hi) pour une 
utilisation comme medicament, de maniere generale, le 
compose (I) et les composes (II) et (Ha) 3. (Hi) etant 
nouveaux. 

10 En d'autres teirmes, I 7 invention cone erne 

1'utilisation du compose (I) et des composes (II) et (Ila) 
3. (Hi) de maniere generale pour preparer un medicament. 

Lorsqu'ils sont utilises seuls les composes selon 
1' invention peuvent etre utilises pour moduler, par exemple 

15 inhiber, 1'activite de 1 ' interf eron-y exogene ou endogene . 

L' invention est done relative aussi au compose 
(I) et aux composes (II) et (Ila) a (Hi) pour une 
utilisation comme modulateur, par exemple inhibiteur, 
e'est-a-dire reducteur ou suppresseur de 1'activite de 

2 0 1 ' interf eron-y endogene ou exogene. 

L' invention a trait, en outre, au compose (I) et 
aux composes (II) et (Ila) & (Hi) (seul(s) : e'est-a-dire 
sans autre principe actif de structure differente) pour une 
utilisation dans le traitement de maladies liees a, ou 

25 caracterisees par la presence de cytokines pro- 
inf lammatoires comme 1 1 IFN-y, il s'agit par exemple des 
maladies auto- immunes , inf lammatoires , ou degeneratives 
telles que la sclerose multiple, la glomerulonephrite , la 
maladie de Crohn et 1'arthrite rhumatoide, du re jet de 

30 gref f es, etc . . . 
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L' invention a ainsi trait, aussi, au compose (I) 
et aux composes (II) et (n a ) a (Hi) seul (s) pour une 
utilisation dans un traitement de complement aux 
traitements immunosuppresseurs utilises, par exemple, pour 
eviter le re jet de greffes. 

L' invention est egalement relative a 
1' utilisation de (I) (seul) et des composes (II) et (Ha) a 
(Hi) pour preparer un medicament destine au traitement des 
troubles, pathologies, relies a l'activite, notamment 
excessive de 1 ' interf eron-y endogene ou exogene et a 
1' utilisation de (I) pour preparer un medicament destine au 
traitement de maladies liees a, ou caracterisees par la 
presence de cytokines pro-inf lammatoires comme 1 > IFN-y, il 
s'agit par exemple des ' maladies auto-immunes, 
inf lammatoires, ou degeneratives telles que la sclerose 
multiple, la glpmerulonephrite, la maladie de Crohn, et 
1'arthrite rhumatoide, du re jet de greffes, etc... 

L' invention concerne aussi 1 ' utilisation d'un 
compose (I) et des composes (II) et (Ha) a (Hi) pour 
preparer un medicament destine a un traitement de 
complement aux traitements immunosuppresseurs utilises, par 
exemple, pour eviter le rejet de greffes. 

L' invention a, de plus, trait a un medicament 
contenant un compose (ou plusieurs composes) de formule (I) 
ou de formule (II) ou (Ha) a (Hi), seul(s) (c ' est-a-dire 
sans compose actif autre) ; a une composition contenant le 
compose (ou plusieurs composes) de formule (I) , (n) , (Ha) 
£ (Hi), seul(s) et un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable pour une utilisation dans le traitement de 
maladies liees a ou caracterisees par l a presence de 
cytokines pro-inf lammatoires comme 1 1 IFN-y (il s'agit par 
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exetnple des maladies auto- immune s , inf lammatoires, ou 
degeneratives telles que la sclerose multiple, la 
glomerulonephrite, la maladie de Crohn et 

l'arthrite rhumatoide, du re jet de greffes, etc... ; a une 
composition contenant le compose (ou plusieurs composes) de 
formule (I) , (II), (Ila) a (Hi) seul (s) et un vehicule 
pharmaceutiguement acceptable pour utilisation dans un 
traitement de complement aux traitements immunosuppresseurs 
utilises, par exemple, pour eviter le re jet de greffes. 

Rappelons a ce propos que 1 1 interf eron-gamma est 
une cytokine proinf lammatoire, dont la presence caracterise 
un certain nombre de pathologies liees a 1 1 inflammation. 
Dans de telles situations, il est utile de supprimer ou de 
reduire 1 1 activite biologique de 1 1 interf eron-gamma 
endogene . Chez l 1 animal , des modeles experiment aux ont 
prouve I'interet d'une telle strategie (inhibition de 
1 1 interf eron-gamma) en utilisant des anticorps monoc 1 onaux 
inhibiteurs, ou une forme soluble du recepteur de la 
cytokine. A titre d 1 exemple on peu citer les maladies 
autoimmunes ou degeneratives (Sclerose multiple, 

Glomerulonephrite, Maladie de Crohn, Arthrite rhumatoide 
...etc). De meme, 1 1 inhibition de 1 1 interf eron-gamma peut 
etre un complement efficace aux traitements 
immunosuppresseurs par exemple par la ciclosporine utilises 
par exemple pour eviter le re jet de greffes. 

Les medicaments contenant le compose (ou des 
composes) (I) seul (s) peuvent etre administres a des doses 
qui peuvent etre determinees prealablement par des 
experiences de routine, en fonction notamment de l'effet 
recherchg. Ces doses peuvent aller par exemple de 0,1 a 
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200 mg par individu et par jour, de preference, de 1 a 
5 0 mg. 

L' invention concerne, en outre, un medicament 
contenant, outre le compose (I) ou les composes preferes 
(II) de (Ila) a (Hi), de 1 ' interf eron-y. 

Un tel medicament contient en combinaison le 
compose (I) et 1 ' interf eron-y, de preference a raison de 

0,05 a 1 mg d' interf eron-y et de 1 a 50 equivalents du 
compose (I).. 

Dans ce medicament, le compose (I) (par exemple 
(II) ou (Ha) a (Hi)) et 1 ' interf eron-y se presente, de 
preference, sous la forme d'un complexe du compose (I) et 
de 1' interf eron-y. Ledit complexe permet' d' augment er la 
biodisponibilite de la cytokine et la protege des 
degradations proteolytiques . 

En d'autres termes, le compose (I) empeche la 
capture de 1 ' interf eron-y par des molecules 
d'heparane- sulfate endogdnes, presents, par exemple, dans 
la matrice extracellulaire et a la surface de nombreuses 
cellules, et permet done son maintien et son transport dans 
la circulation generale . 

En outre, le compost (I) protege 1 ' interf eron-y 
contre les degradations susceptibles de reduire ou 
d'annuler son activite, et il permet de maintenir 
1' interf eron-y sous sa forme la plus active, jusqu'au 
moment de son action sur les cellules competentes. 
L' invention concerne done : 

le complexe du compose (I) (ou (Ha) a (Hi)) 
et d' interf eron-y pour une utilisation comme 
medicament. En effet, ce complexe est nouveau 
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et son utilisation therapeutique n'a jamais 
ete mentionnee ; 

le complexe, ci-dessus, pour une utilisation 
comme immunos t imul ant . 

Les effets immunostimulants comprennent, par 
exemple, l'effet antiprolif eratif dans les cancers et 
1' activation des defenses immunitaires dans les maladies 
inf e;ctieuses, par exemple virales, bacteriennes ou 
parasitaires, ou encore la capacite de bloquer la synthese 
de collagene dans les fibroses d'organes, etc. 

Et 1' invention aura done trait au complexe 
ci-dessus pour une utilisation dans le traitement d'une 
maladie choisie parmi le cancer, les maladies infectieuses, 
par exemple virales, bacteriennes ou parasitaires, et les 
fibroses d' organes . 

Lj' invention concerne, de maniere generale, un 
medicament contenant ledit complexe, ainsi que 
1' utilisation du complexe pour le traitement d'une maladie, 
telle que mentionnee ci-dessus, 

L' invention a trait aussi a 1 ' utilisation du 
complexe, de manilre generale, pour preparer un medicament 
et, en particulier, a 1 ' utilisation du complexe pour 
preparer un medicament destine au traitement d'une maladie, 
telle que mentionnee ci-dessus. 

L' invention concerne, en outre, une composition 
contenant ledit complexe et un vehicule pharmaceutiqpaement 
acceptable pour une utilisation dans le traitement d'une 
maladie choisie parmi le cancer, les maladies inf ectieuses , 
par exemple virales, bacteriennes ou parasitaires, et les 
fibroses d' organes. 
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L' invention va maintenant etre decrite de maniere 
detaillee dans la description qui va suivre, d'un mode de 
realisation particulier de la presente invention, dans 
lequel le groupe espaceur est constitue essentiellement 
d'un polyglycol, en particulier d'un polyethylene glycol. 

Cette description est realisee en liaison avec 
les dessins joints dans lesquels : 

- la figure 1 represente un complexe dimere 
IFNy/HS ou molecule selon 1' invention ; 

- la figure 2 est un graphique qui donne le % 
d' inhibition I pour differentes molecules selon 
1' invention definies par la longueur L du bras 

espaceur (en A) et du nombre de saccharides 
des groupements oligosaccharides (tetra, hexa 
ou octasaccharide) . 
Les composes selon 1' invention peuvent etre 
d£finis comme .des mimes structuraux de l'heparine ou de 
l'heparane sulfate ou encore comme des neoglycoconjugues 
repondant, en particulier, a la formule (II) . 




(ID 

Dans ces mimes structuraux, des tetra a 
octasaccharides, de type heparine, sont lies par un 
espaceur hydrophile de longueur modulable, par exeraple un 
espaceur de type polyglycol . 



WO 2004/000887 




PCT/FR2003/001860 



Les molecules selon 1' invention se lient 
specif iquement a l'lFISPy, a la maniere de 

l'Heparane- Sulfate, comme cela est decrit sur la figure 1. 

La mise au point d'un proc^de de preparation des 
5 composes selon 1' invention se heurtait essentiellement a 
quatre problemes : 

1 . Disposer d' un couplage a haut rendement entre 
l'espaceur et les oligosaccharides qui 
demandent toujours un effort synthetique 

10 important. 

2 . Maitriser la stereochimie de la liaison entre 
l'espaceur et la premiere unite glucosamine de 
l'oligossacharide. Cette stereochimie doit 
etre alpha, puisque c'est la stereochimie que 

15 l'on trouve naturellement dans le polymere 

d'Heparane- Sulfate (HS) . 
3 . Maitriser la stereochimie alpha de toutes les 
liaisons glycosidiques dans 1 ' oligosaccharide . 
4. Disposer d'un acces efficace a 1'acide 
2 0 L-Iduronique, qui est un sucre rare que l'on 

ne peut isoler en quantite suffisante de 
sources naturelles pour des besoins 
synthetiques . 
Nous decrivons dans ce qui suit la synthese des 
25 composes selon 1' invention en mettant 1 ' accent chaque fois 
sur les solutions apportees par le procede de 1' invention a 
chacun des problemes de synthese enumeres ci-dessus. 



1 • Mise au point d 7 un couplage efficace a un 
3 0 espaceur de poly (ethylene glycol) (PEG) . 
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Pour le couplage entre les oligosaccharides et 
l'espaceur, on utilise, de preference selon 1' invention, 
une reaction classique en chimie organique : le couplage 
radicalaire d'un thiol sur un alc£ne (19) . On a teste avec 
succes cette methode avec 1 ' alpha-allyle glucosaminide 2 et 
les derives di thiol de PEG 3a- c. (schema 1) . 




AcHN 



Schema 1 

2 . Controle de la stereoselectivity de la 
reaction d'alkylation anomerioue , 

Pour preparer le compose 2, la methode 
d'alkylation anomerique, developpee par R. R. SCHMIDT (20) 
et deja utilisee au laboratoire (21) a ete choisie. La 
reaction de 1'alcoxyde provenant de l'hemiacetal 5a avec le 
bromule allyle 6 conduit exclusivement, dans le 
dichlorome thane, au stereoisomere beta. 

De maniere surprenante, il a ete constate que 
1' addition . d' iodure de tetrabutylammonium inverse la 
stereochimie et conduit majoritairement a l'isomere alpha 
dans des rapports alpha/beta pouvarit aller jusqu'a 98/2 
(22) (schema 2) . Ce mode operatoire specif ique §l 
1' invention, conduisant de maniere inattendue a l'isomere 
alpha, n'est ni decrit, ni suggere dans I'art anterieur. 
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Les conditions de reaction pour le derive de la 
glucosamine. 5a ont 6te optimisees et appliquees telles 
quelles aux autres substrats . L' optimisation concerne 
la . temperature, le rapport des reactifs, les 

5 concentrations, etc... Ainsi, ces conditions de reaction 
ont-elles ete appliquees a d' autres sucres et a un autre 
electrophile : ' le bromure de benzyle 7. 11 a ainsi pu etre 
montre que cette inversion de stereoselectivity de la 
reaction d'alkylation anomerique par les sels de 
10 t e t r abut y 1 ammoni urn etait generale. 



15 





| Conditions A | t? ^--X^^Q I Conditions B I 

NaH ^t^ 11 ^ ^B^ 

R 3 CH 2 C1 2 R 3 CH 2 C1 2 

8a-d p 5a-d 6,7 
9a p 

6,8:R' = CH=CH 2 So, 8a,9a : R, - OAc, R 2 = H, R 3 =NHAc.R=» Ac 5c, 18c:Ri =H,Rj =OAc,R 3 = 0Ac,R = Ac 

7,9:R' - Ph Sb,8b:R, = OAc, R 2 « H, R 3 OAc,R = Ac 5d,8d :R, °OBn,R 2 =H, R, =0Bn,R=«Ba 



Schema 2 

3 . Preparation des tetra a octasaccharides, 
precurseurs de fragments d'heparine . 

II existe de nombreuses methodes permettant de 
2 0 preparer des fragments longs d'heparine ou des mimes (23) . 

Du fait de I'etape essentielle du procede de 
1' invention, il est imperatif -de preparer des fragments 
possedant un groupement allyle en position anomerique, pour 
les couplages £l 1'espaceur, ce qui conduit a mettre au 
25 point un procede specif ique. En effet, il fallait utiliser 
une methode hautement convergente, basee sur la preparation 
d'un disaccharide convenablement protege qui permette de 
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generer un di saccharide donneur et un disaccharide 
accepteur, de fagon a preparer un tetrasaccharide, ce 
dernier pouvant lui-m§me servir de base pour la preparation 
d'hexa et octasaccharides . Les contraintes de stereochimie 
des couplages oligosaccharidiques , les motifs de 
sulfatation desires, ainsi que la necessite du groupement 
allyle en position anomerique ont conduit a envisager le 
disaccharide 10 comme brique de base de la synthese (schema 
3) . 



>Ac 

A- 

BnC 

pMBnO OAc 10 




Schema 3 



15 3.1. Synthese du disaccharide de base 10 



3. 1. 2. Nouveaux acces a l'acide L-iduronique 

(24) . 

20 L'acide L-Iduronique est un sucre rare qu'il est 

impossible d' isoler en quantite suffisante a partir de 
sources naturelles pour des besoins synthetiques . II est 
done capital de disposer de methodes efficaces de 
• preparation de derives de ce compose (25) . Bien que 

25 1' addition d' organometalliques sur 1' aldehyde 12 (26) soit 
reportee pour se produire avec une tres faible 
diastereoselectivite (21), il a ete entrepris, dans le 
cadre de 1' invention, une etude de 1' addition de 
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nucleophiles precurseurs de groupements carboxylates sur ce 
compose (schema 4) . 



5 




13a,14a:R:CH 2 =CH- 
13b, 14b :R = fury 1 
13c, 14c :R = (PhS)jC- 



Schema 4 

10 Dans un premier temps, 1' addition 

d' organomet alii que s vinyligues a ete etudiee et il a ete 
constate, de maniere etonnante, que dans certaines 
conditions, il etait possible d'obtenir les 

diastereoisomeres ido et gluco 13a et 14b dans des 

15 proportions 50/50 • Ce resultat est particulierement 
interessant dans l'optique du developpement d* la synthese 
combinatoire de fragments de glycosaminoglycanes contenant 
des acides glucuroniques et iduroniques . 

Il a ete ensuite constate que la proportion de 

20 stereoisomere L-ido augmentait avec 1 ' encombrement du 
nucleophile, pour atteindre 100 % de stereoselectivity avec 
(PhS) 3 CLi. Cette addition, totalement stereoselective du 
tris- (phenylthio)methyllithium sur I'aldehyde 12 est 
I'etape clef dans la preparation du derive pyranosique de 

25 l'acide L-iduronique 17. 

Une autre amelioration remarquable du procede du 
schema 5 donnee sur le schema 5bis est 1 1 acetylation des 
cristaux du compose 15 en procedant a -40°C dans le 
dichlorome thane comme solvant, avec de la pyridine comme 
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base, du chlorure d'acetyle comme agent acylant et de la 
4-dimethylaminopyridine comme catalyseur. Dans ces 
conditions, le melange 17 (a:j3 2/98) est obtenu avec 98% de 
rendement et les derives furano 16 ne sont presents qu'a 
5 I'etat de traces (2%). Cette amelioration est spectaculaire 
car dans les conditions decrites precedemment (25) les 
derives 16 etaient obtenus avec 4 0% de rendement ce qui 
necessitait une purification difficile et leur recyclage 
par desacetylation. 

10 Le rendement global de la preparation de ce 

synthon, couramment employe pour la preparation de 
fragments d'heparine, a partir du diaceone glucose 11 est 
de 65 %, ce qui est bien plus eleve que les methodes 
precedemment decrites qui conduisent a des rendements 

15 globaux de 25 a 30 % (schema 5), 




20 



Schema 5 




Schema 5b is 
3. 1. 3, Acces au disaccharide 10 . 

Ayant mis au point divers acces a des synthon 
d'acide L-iduroniques , il est ensuite necessaire de 
preparer un derive de 2-azido glucose permettant la 
preparation de la brigue de base 10. Dans les syntheses 
classiques impliquant un groupement azido en position 2, on 
introduit ce groupement en premier, puis le groupement 
protecteur de la position anomerique via une reaction de 
glycosylation. Comme nous avions deja un acces tres 
performant a 1 ' alpha allyle-N-acetyle glucosaminide 8a 
alpha (voir schema 4) , nous avons decide d'utiliser le 
triflylazide developpg par VASELLA (2 8) pour introduire le 
groupement azido sur le compose 18 dont la position anomere 
est deja protegee par un groupement allyle (schema 6) . 
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OAc l)Ba(OH). .OH OH 



1) BnBr, NaH 

PhCH(OMe), Ph^O^\ ^ 2)AcOH60% OAc 

20 " 20C 21 

88 % sur les trois etapes ^ 

% 



Schema 6 

5 Af in de demontrer qu'il est possible d'utiliser 

le synthon 13a pour preparer des oligosaccharides de type 
heparine, une methodologie specif igue a ete developpee pour 
. le transformer en donneur 2 6^ dans lequel tous les 
groupements protecteurs du disaccharide de base 10 sont 
10 introduits avant la reaction de couplage (schema 7) . 

Cette methodologie a aussi ete appliquee en 
partie au synthon glucuronique 14a, et a permis de preparer 
un donneur d'acide glucuronique possedant des groupements 
protecteurs voisins de 26. 



15 
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1) AcOH,80% 

2) AcjO, Pyridine 

79% 



OAc OAc 
22 



l)TMSBr,CH 2 Ci2 

n a_ 2) DMF dimethylacetal 
Bu 4 NBr 

Quantitatif 



OAc °~J^OM<: 



!)MeOH/MeONa 
2) pMeOPhCH 2 Cl/NafT 

, 90% pMBnO 




CI3C-CN 
K 2 C0 3 



®1) 0 3> MeOH, NaOH/CH 2 CJ 2 
2)AcOH90% 73% 

OMe fB)2)Me£ 

w 3)raCPBA,H 2 OpH7.3 

4) pH2 

5) CH^ 73 % 



92% 



pMBnO 26 OAc 



pCU 



+ 21 



TMSOTf 
CH^ 

60% 



MeOOC 



pMBnO 



pMBnO OAc 
25 



.OAc 




OAc 



Schema 7 

Lorsque l'on desire preparer cies 

GAGs : glycosaminoglycanes ne possedant que de l'acide 
L-iduronique, 1'acces stereoselectif au thiorthoester 13c 
est beaucoup plus . rentable que 1' addition non 
stereoselective conduisant a 13a et 14a. II a ete montre 
que le synthon 17 pouvait etre trans forme en une etape en 
donneur 27. Ce compose se couple avec de bons rendements a 
l'accepteur 21 pour conduire au disaccharide 22, dans 
lequel il reste a installer les groupements protecteurs sur 
la partie acide iduronique, ce qui s'opere en quelques 
etapes (schema 8) . 





5 3 - 2 - Strategic efficace pour l'obtention des 

oligosaccharides . 

A partir du disaccharide 10, on prepare aisement 
le disaccharide accepteur 25 par clivage oxydatif du 

10 groupement paramethoxybenzyle par DDQ : 

dichlorodycyanoquinone . 

Le disaccharide donneur 26 (29) est, quant a. lui, 
prepare par isomerisation de l'allyle en 1-propenyle par un 
catalyseur a base d' iridium, (30), puis hydrolyse de 

15 1' ether d'enol, ainsi forme, catalyse par des sels de 
mercure, ce qui permet la liberation de la position 
anomerique, qui est ensuite activee sous forme de 
trichloroacetimidate (schema 9) . 
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JDAc 



MeOOC/^K>W 
pMBnO OAc 




10 



OBn J 



MeOOC- 

HO 6Ac 25 



OAc 



OBnj^ 
MeOOC^^Oy 

pMBnO OAc 26 

Schema 9 



OAc 
O 




,NH 



'CC1 3 
donneur 



accepteur 



(C) DDQ 

^ 2)HgO/HgCl 2 

3)K 2 C0 3 , feC-CCI 3 



10 



15 



Le couplage du di saccharide accepteur 25 et du 
disaccharide donneur 26 a -40 °C, en presence de TBDMSOTf , 
conduit avec un excellent rendement au tetrasaccharide 27, 
avec une totale stereoselectivity alpha. En appliquant au 
tetrasaccharide 27 les memes operations qu'au disaccharide, 
on peut preparer, avec de tres bons rendement s, le 
tetrasaccharide accepteur 2 8 et le tetrasaccharide donneur 
29 (schema 10) qui permettent d'obtenir les hexa et 
octasaccharides 3 0 et ^1. Cette methodologie s'etencf-sans 
problerne a la preparation d'un hexadecasaccharide ou d'un 
dodecasaccharide . 



.OAc 



^*wr TBDMSOTf « _ - 
25 + 26 >- pMBnO 

CHjCh 

-40°C MeOO' 
95% 



4"'0H du tetrasaccharide 
28 



^ Imidate du tetrasacharide 



26 + 28 



28 + 29 



TBDMSOTf 

CH7CI2 
-40°C 
95% 

TBDMSOTf 

CH2CI2 
-40°C 
95% 




Schema 10 



WO 2004/000887 




PCT/FR2003/001860 



4 . Preparation des neoconjucpaes . 

Les oligosaccharides proteges sont transformes en 
composes partiellement deprot^ges et solubles dans 1'eau 
par : desacetylation, reduction de la fonction azido, 
sulfatation, puis saponification (schema 11) . 




1) MeOH, K2CO3. Quant 

2) HS-(CH2)3-SH, NE^, MeOH 



3) SQ3 • Pyridine, Pyridine. 

4) LiOH7H 2 O. 

72 a 95% 



34:n = 2 



Schema 11 

On obtient ainsi les composes 32-34 , solubles 
dans l'eau et prets pour le couplage aux bisthioPEGs. Sous 
irradiation UV d'une lampe moyenne pression, le produit 
attendu se forme, mais accompagne de produits secondaires, 
issus vraisemblablement d'une oxydation des groupements 
benzyles que 1 1 on elimine par chromatographie en phase 
inverse C18. La deprotection finale des neoglycoconjugues 
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est realisee par hydrogenolyse, sur hydroxyde de palladium 
sur charbon en presence de tampon phosphate pH 7, apres 
oxydation des thioethers en sulfone pour eviter 
l'empoisonnement du catalyseur (schema 12) . 



pMBnO OSO, 




OBn J Bn< 




b] osq- 

q,SNHI 3 



32 :n = 0 
33:n-l 
34:n°2 



hv.HzO 

Purification du produit majoritaire 
par HFLC scml-pdparative 
sur phase inverse CIS 




34a-c : n - 0 
35d-f :n=l 
36g-i :n«2 




1) Oxone, 
pH6 



2) H 2 , Pd(OH) 2 /C 
pH7 




80-90% sur les trois Stapes 



a, d, g : m = 5 33 A 

b, e, h : m = 10 => 50 A 

c, ti ; m = 32 114 A 



Schema 12 



Les produits ainsi synthetises ont ete testes 
pour leur capacite a se lier a 1'IFNy. 

Ij 1 utilisation d'un systeme d' analyse 

d ! interaction moleculaire, en temps reel (BIAcore) offre la 
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possibility d' identifier et de quantifier tres rapidement 
les affinites existant entre differentes molecules. 

Cet appareil utilise un systeme de detection 
optique, le phenomene de resonance plasmonique de surface, 
pour mesurer la concentration de molecules ayant reagi a la 
surface d'un biocapteur ("sensor chip"). On immobilise de 
l'heparine biotinilee sur une "sensor chip" prealablement 
activee a la streptavidine . II est alors possible de 
mesurer 1 ' interaction d'lFNy, injecte en flux continu a la 
surface de ce capteur, avec l'heparine immobilisee. 
L ' interaction entre 1 ' heparine et 1 1 IFNy entraine une 
modification de masse a la surface du capteur, qui est 
enregistree en fonction du temps. Dans une deuxieme etape, 
1'IFNy est prealablement incube avec les differents 
produits synthetises, puis les complexes sont injectes a la 
surface du biocapteur. On mesure alors la capacite des 
produits testes a inhiber 1 1 interaction L'.IFNy/heparine . 

Les resultats sont exposes sur la figure 2, et 
indiquent qu ' une molecule contenant un bras espaceur de 

o 

5 nm (50 A), reliant deux octasaccharides , possede une tres 
forte af finite pour la cytokine. 

II en est .de meme pour les molecules contenant un 
bras espaceur de 33 A et de 114 A qui ont aussi la capacite 

d'interagir avec 1 1 IFNy, mais avec des affinites, cependant 
moindres . 

L' invention va maintenant etre decrite en 
reference a l'exemple suivant, donne a titre illustratif et 
non limitatif . 
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Exemple 1 

Dans cet exemple, on decrit la synthese de 
composes selon 1' invention : a savoir ; de neoglycoconjugues 
5 fixant 1 ' interferon, dans lesquels le groupe ou bras 
espaceur est issu de poly (ethylene glycol )s de longueurs 
variables et les deux oligosaccharides d'extremites sont 
constitues par des disaccharides trisulf ates . Le produit de 
depart de la synthese est le compose 8a, prepare selon 

10 LUBINEAU A. ; ESCHER S. ; ALA1S J. BONNAFFE D., 

Tetrahedron Lett, 1997, 38, 4 087 - 4 090, c'est-a-dire 
selon le mode operatoire 1 suivant : 
Mode operatoire 1 : 

Le chlorydrate de . glucosamine commercial est 

15 peracetyle dans un melange d ! anhydride acetique (2 0 
equivalents) et de pyridine (30 equivalents)', Apres 
evaporation des react if s et coevaporation par du toluene, 
le melange est cristallise dans un melange acetate 
d 1 ethyle- ether de petrole pour conduire a la glucosamine 

2 0 peracetylee avec un rendement de 90%. Les cristaux 
recuperes sont traites par 1,1 equivalent d' acetate 
d r hydrazine dans le THF anydre (concentration 0,3 M) 
pendant 20h a 20°C. Le THF est alors evapore a temperature 
ambiante sous pression reduite, le residu coevapore par du 

25 toluene et l f huile residuelle directement chromatographiee 
sur gel de silice par un melange AcOEt/Ether de 
petrole/CH 2 Cl 2 (8/1/1 a 8/0/2) . Le compose libre en position 
anomerique est obtenu avec 75% de rendement, II est ensuite 
solubilise dans le volume necesaire de CH 2 Cl 2 pour avoir une 

30 concentration de 0,5 M et ajoute goutte-a-goutte a un 
melange de bromure de tetrabutylammonium (2 eq.), de NaH 
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(1,5 eq) et de bromure d'allyle (2 0 eq. ) refroidit a -20°C. 
On laisser alors remonter la temperature a 20°C sur 12h et 
l'on arrete la reaction par addition de 0,5 equivalent 
d'acide acetique. Le milieu reactiormel est evapore sous 
5 pression reduite et le residu directement chromatographic 
sur silice (eluant : toluene/acetone 1/0 a . 7/3) pour 
conduire au compose 8a a avec un rendement de 88%. 

Le compose 8a a est traite par huit equivalents 
de Ba(OH) 2 dans I'eau §. 100°C pendant tine nuit, le pH est 

10 alors abaisse a 3 par addition d'acide sulfurique, le 
melange centrifuge pour precipiter le sulfate de baryum, le 
surnageant collecte, puis evapore sous pression reduite et 
coevapore a l'eau pour eliminer l'acide acetique forme. Le 
s.el 18 est neutralise par du carbonate de potassium et 

15 directement traite par TfN 3/ en suivant le protocole decrit 
dans ALPER P. B. ; HUNG S. C. ; WONG C. H., Tetrahedron 
Lett. 1996, 37, 6 029-6032, c'est-a-dire selon le mode 
operatoire 2 suivant : 
Mode operatoire 2 : 

2 0 On dissout 15 equivalents de NaN 3 dans le minimum 

d'eau necessaire et 1 1 on refroidit a 0°C puis on ajoute un 
volume equivalent de dichlorome thane et 2 equivalents 
d' anhydride triflique goutte a goutte. Apres 2h sous 
agitation vive a 0°C, on laisse decanter puis on recupere 

25 la phase organique que l'on lave par un volume equivalent 
de solution de bicarbonate de sodium sature. La phase 
organique est alors directement ajoutee sur une solution 
aqueuse du sel 18 et de 0,01 equivalent de sulfate de 
cuivre. On ajoute alors le minimum de methanol necessaire 

30 pour obtenir un melange homogene . Apres 4h de reaction a 
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2 0°C, on ajoute un equivalent de butylamine pour detruire 
le triflylazide en exces . 

La solution resultante est deposee sur gel de 
silice 70-200 vl par evaporation et le compose 19 elue par 
5 un melange MeOH/CH 2 Cl 2 8/2. 

Apres evaporation sous pression reduite, le 
residu est solubilise dans de 1 1 ac^tonitrile anhydre et 
traite par le dimethylacetal du benzaldehyde en presence 
d'acide camphorsulf onique . Apres deux heures a temperature 

10 ambiante, la solution est neutralised par addition d'une 
solution aqueuse de bicarbonate de sodium et le compose 2 0 
extrait par de 1 ' ether diethylique. Apres purification par 
chromatographie sur gel de silice (ether de petrole/AcOEt ) , 
le compose 2 0 est traite par le bromure de benzyle en 

15 presence de NaH dans le DMF. Apres dilution a 1 ' ether 
diethylique, lavage de la phase organique par de 1'eau et 
evaporation, le residu est traite a 50°C, par Une solution 
3'acide acetique a 60 %, pendant deux heures. Apres 
evaporation et coevaporation avec du toluene, le residu est 

20 chromatographie sur gel de silice (ether de petrole/AcOEt ) . 
Le diol ainsi obtenu est solubilise dans de la pyridine' 
anhydre et un equivalent de chlorure d'acetyle est ajoute a 
-20°C, on laisse alors la temperature remonter a 0°C. La 
reaction est terminee en une nuit . On evapore alors la 

25 pyridine sous pression reduite, le residu est solubilise 
dans 1' ether diethylique, puis on lave la phase organique 
obtenue par une solution diluee d'HCl, de l'eau et une 
solution de bicarbonate de sodium. La phase organique est 
alors sechee, evaporee et chromatographie sur gel de silice* 

30 avec un melange d' ether de petrole et d'AcOEt. On obtient 
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ainsi le compose 21 avec un rendement global die 75 % depuis 
8a a. 

Par ailleurs, le derive 17 est prepare selon 
LUBINEAU A. ; GAVARD O. ; ALAIS J, ; BONNAFFE D., 

5 Tetrahedron Lett. 2000, 307 - 311, c'est-a-dire selon le 
mode operatoire 3 suivant : 
Mode operatoire 3 : 

Du diacetoneglucose commercial/ solubilise dans 
du dimethyle formamide anhydre (concentration de 0,5 M), 

10 est traite par 1,2 equivalents de bromule de benzyle et 1,3 
equivalents de NaH. Apres Ih a 20°C, l'exces de NaH est 
detruit par de 1 1 isopropanol . Le melange reactionnel est 
alors dilue par de lather ethylique et la phase organique 
lavee trois fois par de l ! eau. Apres evaporation, le residu 

15 est repris par de l'acide acetique a 60% jusqu'a atteindre 
une concentration de 0,1 M. Apres deux heures a 50°C, le 
melange est evapore puis coevapore par du toludne sous 
pression reduite, Une chroma tographie sur gel de silice 
(eluant : ether de petrole/acetate d ! ethyle 9/1 a 2/8) 

20 permet d'obtenir le diol desire avec 98% de rendement . Ce 
diol est solubilise dans le dichloromethane (concentration 
de 0,25 M) , puis on ajoute le meme volume d ! eau, 0,5 
equivalent d 1 hydrogenosulf ate de tetrabutylammonium, 0,5 
equivalents de NaHC0 3 puis, apres avoir abaisse la 

2 5 temperature a 0°C, 2 equivalents de NaI0 4 par petites 
portions. On laisse ensuite la temperature remonter a 
l ! ambiante puis on laisse sous agitation lh. Apres 
decantation, on recupere la phase organique que l ! on 
evapore puis reprends par de 1 1 ether ethylique. La phase 

30 organique est lavee trois fois- par de l'eau, sechee sur 
sulfate de magnesium, filtree et evaporee. Le residu est 
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f litre sur gel de silice (eluant : acetate d'ethyle) et le 
compose 12, obtenu quant i t at ivement , est directement 
utilise, apres evaporation et coevaporation au toluene, 
dans 1 1 etape ulterieure. On prepare une solution de 
5 tri s -phenyl thiomethyle - 1 ithium de la maniere suivante : on 
solubilise 1,2 equivalents (par rapport a l r aldehyde) de 
tris-phenylthiomethane dans la quant ite de THF necessaire 
pout obtenir une concentration de 0,8 M, la temperature est 
abaissee a-78°C et le melange mis sous agitation mecanique, 

10 puis on ajoute 1,1 equivalents (par rapport a 1' aldehyde) 
de n-butyllithium en solution dans l'hexarie. Un precipite 
jaune apparait et 1 1 on maintient I 1 agitation a -78 °C 
pendant lh30. On ajoute alors goutte-a-goutte 1 'aldehyde, 
solubilise dans du THF (concentration 0,6 M) . On agite a 

15 -78 °C pendant une heure puis on laisse remonter la 
temperature a l f ambiante sur 16h et 1 1 on arrete la reaction 
par addition d'une solution saturee de chlorure d' ammonium. 
La solution resultante est extraite trois fois par de 
1 1 ether ethylique, la phase organique est sechee sur 

2 0 sulfate de magnesium, evaporee puis chromatographiee sur 

gel de silice (eluant ether de petrole/ac^tate d'ethyle 9/1 
a 6/4). On obtient ainsi le compose 13c avec 92% ,de 
rendement • 

Le tris-phenylethioorthoester 13c obtenu 
25 precedemraent est solubilise dans le volume de methanol 
necessaire pour obtenir une concentration de 0,05 M, on 
ajoute alors l/10 dme de volume d'eau et l/l0 Sme de volume de 
dichloromethane puis 1,7 equivalents de CuO et 4 
equivalents de CuCl 2 . Apres une heure a temperature 

3 0 ambiante, le melange est filtre sur Celite 545 et evapore a 

temperature ambiante sous pression reduite. Le residu est 
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repris dans du CH 2 C1 2 et la phase organique est lavee par 
une solution saturee de NaCl, filtree sur papier separateur 
de phase et evaporee . Le melange est purifie par 
chroma tographie sur silice (eluant : ether de petrole/AcOEt 
8/2 a 5/5), on obtient ainsi le produit 14 avec un 
rendement de 94%. On traite ensuite le produit 14 par une 
solution d'acide trif luoroacetique a 90% pendant 30 minutes 
a temperature ambiante (concentration initiale du reactif : 
0,35 M) . Le milieu reactionnel est evapore sous pression 
reduite puis coevapore deux fois par de 1'eau. On obtient 
ainsi une huile qui cristallise. Ces cristaux du compose 15 
sont suspendus dans du dichlorome thane (concentration 
0,2 M) et la temperature est abaissee a -40°C, on ajoute 
alors 9 equivalents de pyridine, 0,01 equivalent de 
4-dimethylaminopyridine et 5 equivalents de chlorure 
d'acetyle. Apres Ih d' agitation a -40°C, on laisse la 
temperature remonter a l'ambinate, on dilue par du 
dichlorome thane ~et on lave la phase organique par une 
solution saturee de NaHC0 3 , d'eau, d'acide sulfurique 1 M 
et d'eau. On obtient ainsi le melange 17 (a/(3 2/98) avec un 
rendement de 98%. 

Le derive 17 est convert i en donneur 2 7 selon 
JACQUINET J. C. ; PETITOU M. ; DUCHAUSSOY P . ; 

LEDERMAN I. ; CHOAYJ. ; TORRIG. ; SINAY P. , Carbohydrate 
Res. 1984, 130, 221, c'est-a-dire selon le mode operatoire 
4 suivant : 
Mode operatoire 4 : 

Le melange 17 est mis en solution dans du 
dichlorome thane anhydre (concentration 0,1 M) puis on 
ajoute l/io gme en volume d' acetate d'ethyle anhydre et on 
laisse reagir pendant 24h en presence de 1,3 equivalents de 
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TiBr 4 . Le melange est dilue par du CH 2 C1 2 et lave par de 
l'eau glacee. La phase organique est filtree sur papier 
silicone puis concentree. Le produit 27 ainsi obtenu est 
directement utilise dans 1 ' etape suivante . 
5 Le couplage de 21 (1,2 equivalents) avec 27 

s'effectue dans le dichloromethane a 20°C / en presence de 

tamis 4 A et de tr if late d' argent (1,2 equivalents) et 
conduit, apres chromatographie sur gel de silice avec le 
melange £ther de petrole/AcOEt , au disaccharide 22 avec un 

10 rendement de 85 % . 

Le compose 22 est d^sacetyle dans le methanol 
anhydre en presence de K 2 C0 3 , apres neutralisation par de la 
resine DOWEX® 50 x 8 200 H + , filtration et evaporation, le 
residu est suspendu dans du benzene, puis on ajoute 2,2 

15 equivalents de Bu 2 SnO. Apres 2 heures d'entrainement 
azeotropique de 1'eau, on ajoute 3 equivalents de 
triethylamine ^et 2.2 equivalents de chlorure d'acetyle 
fraichement distille. On obtient alors un melange de 3 
produits, dont le majoritaire est le compose 24 accompagne 

20 des composes acetyles en position 6/4' et 6/2 '/4'. 

Apres chromatographie sur gel de silice avec' le 
melange ether de petrole/AcOEt , les produits secondaires 
sont desacetyles et soumis de nouveau a la reaction 
d'acylation : on obtient ainsi apres un recyclage le 

25 compose. 24 avec 85 % de rendement. 

Le traitement de ce dernier par 2 equivalents de 
trichloroacetimidate de l'alcool paramethoxybenzylique dans 
le dichloromethane en presence de 0,1 equivalent de 
triflate de trimethylsilyle permet d'obtenir le compose 10 

3 0 avec un rendement de 80 % accompagne de 20 % de 24 n'ayant 
pas reagi. Ces deux produits 10^ et 24 sont aisement 
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separables par chromatographie sur gel de silice avec le 
melange ether de petrole/AcOEt . 

Le disaccharide de base 10 est transforms avec 
95 % de rendement en disaccharide donneur 26 (synthetise 
par une autre voie dans TABEUR C. ; MALLET J.M. ; BONO F. ; 
HERBERT J. M. ; PETITOU M. / SINAY P. , Bioorg., Med. Chem. 
1999, 7, 2 003 - 2 012, par isomerisation de 1'allyle, en 
presence de CaH^MePhsPI^PFg et coupure de 1'enol par des 
sels de mercure, comme cela est decrit par OLTVOORT J. J. ; 
VAN BOECKEL C. A. A. ; KONING J. H. ; VAN BOOM J. H. , 

Synthesis 1981, 305 - 308, c'est-a-dire selon le mode 
operatoire 5 suivant : 
Mode operatoire 5 : 

Le disaccharide 10 est solubilise dans du THF 
anydre de fagon a avoir une concentration de 0, 06 M. La 
solution est degazee sous vide, puis on ajoute 0,013 
equivalents de CaH^MePhsPI^PFs . Le melange est redegaze 
puis laisse au contact de dihydrogene pendant 2 minutes et 
enfin redegase puis mis sous atmosphere d 1 argon. Apres deux 
heures sous agitation a temperature ambiante, le melange 
est evapore puis repris dans le volume d f acetone necessaire 
pour obtenir une concentration de 0,05 M, on ajoute alors 
1,2 equivalents d'HgO et 1,1 d'HgCl 2 . Apres deux heures 
sous agitation & temperature ambiante, le melange est 
filtre sous Celite 545, .evapore et repris par de 1 1 ether 
ethyl ique. La phase etheree est lavee par une solution a 
10% de KI, puis a l f eau, sechee sur sulfate de magnesium, 
filtree, £vaporee et enfin chroma tographiee sur gel de 
silice (eluant toluene/AcOEt 8/2 a 6/4) pour conduire au 
disaccharide libre en position anomerique avec un rendement 
de 97%. 
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Puis, on realise un traiteraent dans le 
dichloromethane par 6 equivalents de trichloroacetonitrile 
et 2 equivalents de K 2 C0 3 , suivi d'une chroraatographie sur 
gel de silice avec le melange ether de petrole/AcOE.t 
1 %o NEt 3 . Le disaccharide 10, traite par 1,5 equivalents de 
DDQ dans du dichloromethane sature en eau conduit apres 
lavage de la phase organique par une solution saturee de 
NaHC0 3 et chromatographie sur gel de silice avec le melange 
ether de petrole/AcOEt au disaccharide accepteur 25 avec un 
rendement de 95 % . 

Le couplage du disaccharide accepteur 25 et du 
disaccharide donneur 26 (1,3 equivalents) est effectue dans 
le dichloromethane a -4 0°C en presence de tamis 4 A et de 
triflate de terbutyldimethylsilyle (0,2 equivalents). Apres 
addition du catalyseur, la reaction est laissee 30 minutes 
a -4Q°C, puis on laisse la temperature remonter a 0°C, 
temperature a laquelle on arrete la reaction par ajout de 
0,2 equivalents de t riethyl amine . Une chromatographie sur 
gel de silice directe du melange reactionnel avec le 
melange CH 2 Cl 2 /AcOEt /ether de petrole permet d'isoler le 
tetrasaccharide 27 avec un rendement de 95 %. 

Ce dernier est alors transforme en 
tetrasaccharides accepteur 2 8 (rendement 90 %) et donneur 
29 (rendement 95 %) en utilisant les memes sequences 
reactionnelles que pour le disaccharide 10. En utilisant 
les memes conditions que pour la preparation du 
tetrasaccharide 27, les couplages du disaccharide donneur 
26 avec le tetrasaccharide' accepteur 28 et du 
tetrasaccharide donneur 29 avec le tetrasaccharide 
accepteur 28 conduisent a l'hexasaccharide 30 et a 
1' octasaccharide 31 avec des rendements de 95 %. 



WO 2004/000887 PCT/FR2003/001860 

47 

Les oligosaccharides 27, 3 0 et 31 sont 
desacetyles dans le methanol anhydre en presence de 0,5 
equivalent de K 2 C0 3 anhydre. Apres neutralisation des 
milieux reactionnels par de la DOWEX 50 X 8 200 H + et 
evaporation, les produits sont purifies par chromatographie 
sur gel de silice et obtenus avec des rendements de 86 a 
95 % . La reduction des groupements azido est eff ectuee par 
le propane dithiol (2 equivalents par groupement azido) 
dans le methanol en presence de triethyl amine (2 
equivalents par groupement azido) . Apres evaporation du 
methanol par balayage d' argon, les residus sont 
chromatographies sur gel de silice (CH 2 Cl 2 /MeOH) pour 
conduire aux composes amines avec des rendements de 90 % a 
80 %. 

Ces composes sont ensuite sulfates par le 
complexe pyridine. S0 3 (5 equivalents par fonction a 
sulfater) dans la pyridine pendant 16 heures a 20 °C, 
suivies de 24 heures a 55°C. L'exces d'agent sulfatant est 
detruit par 16 equivalents de methanol et le melange 
direct ement chromatographie sur SEPHADEX® LH-2 0 

(CH 2 Cl 2 /MeOH 1/1) , puis sur colonne phase inverse C18 
(MeOH/tampon AcOH-Net 3 5 mM pH 7,0). Apres echange sur 
resine BIORAD® AG 50 W X 8 200 Na\ les oligosaccharides 
sulfates sont obtenus avec des rendements allant de 8 0 a 
95 %. La saponification est eff ectuee pendant 48 heures a 
37°C, en presence de lithine aqueuse (26 Equivalents par 
ester a saponifier) et d'eau oxygenee (3 equivalents par 
rapport a la lithine) . Le pH est alors amene a 5 par 
addition d'acide acetique (0,75 equivalents par rapport a 
la lithine) et le melange purifi<S par chromatographie sur 
colonne phase inverse C18 (MeOH/tampon AcOH-NEt 3 10 mM pH 
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7,0). Apres echange sur resine BIORAD® AG 50 W X 8 200 Na + , 
les oligosaccharides 32 a 34, dans lesguels respectivement 
n = 0, 1 et 2, sont obtenus avec des rendements de 90 % a 
quant itatifs . 

Les couplages des oligosaccharides 32 a 34 (2,5 
equivalents) sur les espaceurs dithiols derives de 
polyethyldne glycol de longueurs variables : a savoir 
m = 5, 10 et 32, a une concentration de 0,2 M dans l'eau, 
s'effectuent sous irradiation ultraviolette a 365 nM ou par 
chauffage en presence d'un initiateur de radicaux. 

Le melange est directement traite par 8 
equivalents d'oxone, c'est-a-dire par une solution a 0,2 M, 
amenee a pH 6 par addition de K 2 HP0 4 . Apres 4 heures de 
reaction a 20°C, l'exces d'oxydant est reduit par addition 
d'une solution de thiosulfate de sodium et le melange est 
directement purifie par HPLC semi -preparative sur phase 
^inverse C18 (CH 3 CN/tampon AcOH-NEt 3 5 mM pH 7,0). Apres 
echange sur resine BIORAD® AG 50 W X 8 200 Na + , les 
oligosaccharides sont resolubilises dans 100 uL de tampon 
phosphate de sodium 40 mM pH 7 et mis sous pression 
atmospherique d'hydrogene en presence d'un equivalent 
massique d'hydroxyde de palladium 20 % sur charbon. Apres 
48 heures de reaction a 20°C, les echantillons sont filtres 
sur celite 545, puis dessales sur BIOGEL® 10 DG (H 2 0) . On 
obtient ainsi les composes Illa-i avec un rendement de 80 a 
90 % sur ces trois etapes. Parallelement , les 
oligosaccharides 32 a 34 bnt ete debenzyles 
quant itativement dans les memes conditions. Pour les 
composes la a lc, n = 0, pour les composes Id a If, n = 1, 
et pour les composes lg a li, n = 2. Pour les composes la, 
Id et lg : m = 5 et la longueur du bras espaceur est de 
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33 A, pour les composes lb, lc ; lh : m = 10 et la longueur 
du bras espaceur est de 50 A, et pour les composes lc, If 
et li : m = 32 et la longueur du bras espaceur est de 
114 A. 
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l)Ba(OH) .OH OH 

4 18 ^\ 19 ^ 



1.) BnBr, NaH 

PhCH(OMe) Ph^-O^V 2)AcOH60% OAc 

20 3 - 20 ° c 21 3 

88 % sur les trois etapes 85 % 





5 
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1) MeOH,K 2 C0 3 . Quant. 

2) HS-(CH2) 3 -SH, NE%, MeOH 



3) SQ3 • Pyridine, Pyridine. 

4) LiOH/H 2 0. 72 a 95% 



OBn T 
pMBnO OSCy 




OBn I BnO^^^ 



32 : n — 0 

33 :n=l 

34 :n«=2 



Purification du produit majoritaire 
par HPLC semi-pcparati vc 
sur phase inverse CI 8 




-a 
-o,so 



34n-c : n = 0 
35d-f :n = l 
36g-i :n~2 




•o 3 s( 





1) Oxone, 
pH6 



2) H 2 , Pd(OH) 2 /C 
pH7 




0 0 

la-c : n « 0 
Id-f :n=l 
lg-i : n « 2 



80-90% sur les trots Stapes 




a, d, g : m = 5 =>33 A 

b, e, h : m - 10 => 50 A 

c, f,i :m = 32=o 114 A 
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RE VEND I CATI ON5 

1. Composg susceptible de se lier a 
l'interferon-gamma (IFNy) choisi parmi les molecules 
repondant a la formule (I) suivante : 







dans laguelle X est un groupe espaceur divalent d'une 
longueur suffisante pour permettre aux deux fragments 
oligosaccharides A et B de se lier chacun a l'une des 
sequences peptidiques 125 a 143 des extremitSs C-terminales 
d'un homodimere d' interf eron-y ( IFN-y) et n represente un 
nombre entier de 0 a 10, par exeraple egal a 0,1, 2, 3, 4 ou 
5 et chaque R represente independamment un atome 
d'hydrogene un groupe S0 3 ", ou phosphate, a la condition 
qu'aucun groupe S0 3 " ne se trouve en position 3 des unites 
glucosamines du compose (I) . 

2. Compose selon la revendication 1, dans lequel 
tous les R representent un groupe S0 3 " ou tous les groupes R 
representent un groupe phosphate. 
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3. Compose selon la revendication 1, dans leguel 
le groupe espaceur est de longueur de 15 a 150 A, de 
preference de 33 a 50 A. 

4. Compose selon la revendication 1, dans lequel 
le groupe espaceur est const itue par une chaine carbonee, 
de preference de 1 a 12 0C, dont un ou plusieurs des atomes 
de carbone sont eventuellement remplaces par un heteroatome 
choisi parmi N, S, P et O, un groupe S0 2/ un groupe aryle, 
ladite chaine carbonee portant, en outre, eventuellement un 
ou plusieurs groupes anioniques. 

5. Compose selon la revendication 4, dans lequel 
lesdits groupes anioniques sont choisis parmi les groupes 
sulfate, phosphate et les groupes carboxyliques . 

6. Compose selon la revendication 4, dans lequel 
le groupe espaceur est issu d'un polyglycol choisi, de 
preference, parmi les poly (alkylene glycol) dont le groupe 
alkylene comprend de 1 a 4 C, tel que poly (ethylene 
glycol) . 

7. Compose selon la revendication 6, dans lequel 
le groupe espaceur repond a la formule : 

\s 




dans laquelle m est un nombre entier de 5 a 32. 

8. Compose selon la revendication 1, repondant a 
la formule (II) suivante : 




(II) 

dans laquelle n represente un nornbre entier de 0 a 10, par 
exemple egal a 0, 1, 2, 3, 4 ou 5, etm est un nornbre 
entier de 5 a 32. 

9. Compose (Ila) repondant a la formule (II) 
selon la revendication 8, dans laquelle n = 0 et m = 5 . 

10. Compose (lib) repondant a la formule (II) 
selon la revendication 8, dans laquelle n = 0 et m = 10. 

11. Compose (lie) repondant a la formule (II), 
selon la revendication 8, dans laquelle n = 0 et m = 32. 

12. Compose (lid) repondant a la formule (II), 
selon la revendication 8, dans laquelle n = 1 et m = 5 . 

13. Compose repondant a la formule (II), selon la 
revendication 8, dans laquelle n = 1 et m = 10. 

14. Compose (Ilf) repondant. a la formule (II), 
selon la revendication 8, dans laquelle m = 1 et m = 32. 

15. Compose (Ilg) repondant a la formule (II), 
selon la revendication 8, dans laquelle n = 2 et m = 5 . 

16. Compose (Ilh) repondant a la formule (II), 
selon la revendication 8, dans laquelle n = 2 et m = 10. 

17. Compose (Hi) repondant a la formule (II), 
selon la revendication 8, dans laquelle n = 2 et m = 32. 

18. Procede de preparation d'un compose 
susceptible de se lier a 1 ' interf eron-gamma (IFNy) de 
formule (II) selon la revendication 8, dans lequel on 
realise le couplage radicalaire de deux composes solubles 
dans l'eau, precurseurs d' oligosaccharides de formule 
(III) : 
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OSO3* 



"OOC 




oso 3 " 



^rA^^] "O3SNH 




OSO{ 



(m) 

dans laquelle n est un nombre entier de 0 a 10, par exemple 
egal a 0, 1, 2, 3, 4 ou 5 , et R 2 et R 2 representent un 
groupe protecteur du groupe hydroxyle choisi, de 
preference, parmi les groupes p-methoxybenzyle et benzyle, 
avec un compose dithiol precurseur du groupe espaceur de 
formule : 



dans laquelle m est un nombre entier de 5 a 32, 
obtenir tin compose de formule (IV) : 
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puis., on oxyde les fonctions thioethers en sulfones et on 
realise la d<§protection finale ciu compose (IV) pour dormer 
le compose final, de formule (II) . 





(ID 



19. Procede selon la revendication 18, dans 
laquelle Ri est tin groupe p-methoxybenzyle et R 2 est un 
groupe benzyl e . 

20. Procede selon la revendication 18, dans 
lequel le compose soluble dans 1 « eau precurseur 
d' oligosaccharides de formule (III) est prepare par les 
etapes successives suivante : 

a) un disaccharide de formule (V) : 
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OAc 



MeOOC 




RlO OAc 



(V) 



est soumis a un clivage oxydatif du groupement R lf de 
5 preference, paramethoxybenzyle, pour donner un disaccharide 
« accepteur » de formule : 



OAc 



MeOO 




HO 



OAc 



(Via) 



10 



15 



b) parallelement, un disaccharide de formule (V) , 
ci-dessus, est soumis a une isomerisation du groupe allyle 
en 1-propenyle, suivi par une hydrolyse de 1' ether d' end 
forme et une activation du groupe hydroxyle sous forme de 
trichloroacetamidate pour donner un disaccharide 
« donneur », de formule (VIb) : 
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OAc 




RjO OAc 



donneur 



(VIb) 



c) on couple le disaccharide accept eur (Via) et 
le disaccharide donneur (VIb) pour obtenir le 
tetrasaccharide (n = 0) de formule (VII), qui a une totale 
stereospecif icite alpha ; 

d) eventuellement, on repete les etapes a) a c) , 
en prenant comme produit de depart pour 1'etape a)/ le 
tetrasaccharide prepare en c) , pour obtenir les hexa 
(n = 1) et octa (n = 2) saccharide de formule (VII) : 



MeOOC* 



0 

RjO OAc 




e) eventuellement, on repete les etapes a) a c) 
en prenant comme produit de depart, pour 1'etape a), 
l'octasaccharide prgparee en d) , pour obtenir un 
hexadecasaccharide (n = 7) de formule (VII) ; 
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f) on procede a la desacetylation, reduction de 
la fonction azide, sulfatation et saponification pour 
obtenir le compose soluble dans l'eau, precurseur 
d' oligosaccharide (III) recherche. 

21. Procede selon la revendication 20, dans 
lequel le disaccharide de formule (V) est prepare par une 
reaction de couplage entre un compose de formule (VIII) : 




et un compos! de formule (IX) : 




dans 



lequel le compose de formule (IX) est prepare a partir du 
compose de formule (X) et le compose de formule (VIII) est 
prepare a partir du compose de formule (XI) : 
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(XI) 



OAc 



23. Procede selon la revendication 22, dans 
lequel le compose de formule : 




(XI) 



OAc 



est prepare par acetylation du compose de formule (XII) : 




OH OH 



a -40°C dans le dichloromethane comme solvant, avec de la 
pridine comme basse, du chlorue d'acetyle comme agent 
acylant, et de la 4-dimethylaminopyridine comme catalyseur. 
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24. Compose selon l'une quelconque des 
revendications 1 ft 17, pour une utilisation comme 
medicament . 

25. Utilisation d'un compose selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 17, pour preparer un 
medicament . 

26. Compose selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 17, pour une utilisation comme 
modulateur par exemple inhibiteur, de 1' activate de 
1 ' interf eron-y endogene ou exogene. 

27. Compose selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 17, pour une utilisation dans le 
traitement des maladies liees a, ou caracterisees par, la 
presence de cytokines proinf lammatoires comme 1 ' Interf eron- 
Y par exemple les maladies auto-immunes inf lammatoires ou 
degeneratives telles que la sclerose multiple, la 
Glomerulonephrite, la maladie de Crohn et l'arthrite 
rhumatoide . 

28. Compose selon l'une quelconque des 
revendications l a 17 pour une utilisation dans un 
traitement de complement aux traitements immunosuppresseurs 
utilises par exemple pour eviter le rejet de gref f es . 

29. Medicament contenant un compose selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 17. 

30. Composition contenant le compose selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 17 et un vehicule 
phafmaceutiquement acceptable pour une utilisation dans le 
traitement des maladies liees a, ou caracterisees par, la 
presence de cytokines proinf lammatoires comme 
1 • interf eron-y, par exemple les maladies auto-immunes ou 
degeneratives telles que la sclerose multiple, la 



WO 2004/000887 




PCT/FR2003/001860 



Glomerulonephrite, la maladie de Crohn, et l'arthrite 
rhumatolde. 

31. Composition contenant le compose selon l'une 
guelconque des revendications 1 a 17 et un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable pour vine utilisation dans un 
traitement de complement aux traitements immunosuppresseurs 
utilises par exemple pour eviter le rejet de gref f es . 

32. Utilisation d'un compost selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 17, pour preparer un 
medicament destine au traitement des . pathologies ou 
troubles relies a 1'activite, notamment excessive, de 1' 
interferon-y endogene ou exogene. 

33. Utilisation d'un compose selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 17 pour preparer un 
medicament destine au traitement des maladies liees a, ou 
caracterisees par, la presence de cytokines 
proinf lammatoires comme 1 ' Interferon-y^, par exemple les 
maladies auto- immune s inf lammatoires ou d^generatives 
telles que la sclerose multiple, la Glomerulonephrite, la 
maladie de Crohn et l'arthrite rhumatolde. 

34. Utilisation d'un compose selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 17 pour preparer un 
medicament destine a un traitement de complement aux 
traitements immunosuppresseurs utilises par exemple pour 
eviter les re jets de greffes. 

35. Medicament contenant, outre un compose selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 17, de 
1' interferon-y. 

36. Medicament selon la revendication 35, dans 
lequel le compose selon l'une quelconque des revendications 
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1 a 17 et 1' interf eron-y se presentent sous la forme d'un 
complexe du compose et de 1 ' interf eron-y. 

37. Complexe d'un compose selon l'une quelcongue 
des revendications 1 a 17 et d' interf eron-y pour une 
utilisation comme medicament. 

38. Complexe d'un compose selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 17 et d' interf eron-y pour une 
utilisation comme immunostimulant . 

39. Complexe d'un compose selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 16 et d' interf eron-y pour une 
utilisation dans le traitement d'une maladie choisie parmi 
le cancer, les maladies infectieuses par exemple virales, 
bacteriennes ou parasitaires et les fibroses d'organes. 

40. Composition con tenant un complexe d'un 
compose selon l'une quelconque des revendications 1 a 17 et 
d' interf eron-y, et un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable, pour une utilisation dans le traitement d'une 
maladie choisie parmi le cancer, les maladies infectieuses, 
par exemple virales, bacteriennes ou parasitaires, et les 
fibroses d'organes. 

41. Medicament contenant un complexe d'un compose 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 17 et 
d ' interferon -y . 

42. Utilisation d'un complexe d'un compose selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 17, et d' interferon 
y, pour preparer un medicament. 

43. Utilisation d'un complexe d'un compose selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 17, et d ' interf eron 
y, pour preparer un medicament destine au traitement d'une 
maladie donnee parmi le cancer, les maladies infectieuses, 
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par exemple virales, bacteriennes ou parasitaires , et 1 
fibrose d 1 organes . 




L(A) 



FIG. 2 



